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ヘモグロビンの機能 と構造化学:
共鳴ラマン分光法による研究
蛋 白質研 究所 北 川 禎 三(吹 田3827)
のNε が配位 していて,Fe-Rε 結合がヘムと
蛋白とを繋 ぐ唯一の化学結合である。 珪sの ト
ランス位(X)に02が 配位す る。したが って,
Eb1分 子当 り4個 の02分 子が結合できる。
Hb分子 をサブユ吊ツ トに解離 して しまって も
02は結合す るが,結 合した02が離 れに くいの
で酸素達搬 の役割は果せない。つま り,4個 の
ユニッ トか ら構成 されているとい うところにHb
の機 能の秘密が隠 されている。
02の結合 していないヘムをdeOx:yヘム・
結合 したヘムをOxyヘ ムと呼ぶ。H'bの
我 々の身体にはヘモ グロビン(Hb)とい う蛋白分子 が約2億8千 万個あるため血液は赤 く見える。Hb
は肺で酸素 と結合 し,組 織で それ を解離 して酸素運搬の役割を果 している。肺の02分 圧は～100mmE9,
組織のそ れは～30mmHgで,そ の圧力差に よる化学平衡のず れに よって02の結合,解 離が うま くいっ
ている。Eわ の02親和性が低すぎると」も2定100m皿Hgでは03と十分に結合 しない し,競和性が高す
ぎると%2定30mmHgで も02を解 離 しないので・いつれにして も細胞での内呼吸に必要 な02が 不 足
する。 且bの02親 和性は分子の4次 構造に よって支配 されているが,そ れが02の 結合する場 所にどの
ような分子構造変化 として現 われ るかを共鳴 ラマン分光法で調べ る。
Rbは分子量64,000で,ア ミノ酸141個 か らな るα鎖が2本146個 か らな るβ鎖が2本 の計
4個のサブユニ ッ ト(α2β2)よ玖成 り・各サ ブユニッ トにヘムと呼ばれる鉄錯体(図1)が1個 含 まれ
る。ヘ ム鉄の片側か らヒステヂン残基(Hi8)
X
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図1.ヘ ムの骨格 と軸配位子,ヘム鉄の一方側
か らヒステヂ ンの イミタゾールグルー
プのNε が鉄 に配位 し,Xの 位置 に02
0x呪 ・・
xア・ムの存在比を0・の班 に カ・結合する。
対 して両方 とも対数 目盛で プロッ トす ると,サ
ブユニッ トに分解 したものでは直線にな るが,H'b分子では シグモイ ドになる。Hb分 子 の状態として
は・(deOXy)4・(deOXy)3(Oxy)・・(deOxy)2(Oxy)2・(deOxy)・(Oxy)3,(Oxy)4
の5種 あ るが,(deoxy)4よ り(d-eoxy)1(oxy)3の方が02の 親和性が～100倍 高い。 これは,
一つのサブユニッ トのヘ ム鉄 に02が結合す ると・ とな 玖のサブユニ ッ トにあるヘ ム鉄 にそれ を知 らせ
て,そ こへ02が より結合 しやす いよ うにしているか らで,このよ うなアロステ リック効果(協 同性効果)
は次のよ うに説明 されている。
ヨbには02親和性の高い4次 構造(:R構造)と02親 和性の低い,4次構造(田 構造)と があ り,正 常
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なH「bでは02が2～3個 結合 した段階でTか らRに 転移するために,酸素平衡 曲線が シグモイ ドになる。
実際,あ る種の異常H'bや化学修飾 したHbで はTの ま'までd-eOxy」x)xyにな った り,Rの ま'まで
deOxy→oxyと な り,そ うい う場合の酸素平衡 曲線は直線である。Tの'ままでdeoxy→Qxyと.
変化するときの自由エネル ギー変化 を△GT,Rの ま'までそ うなるときのそれ を△GRと す ると・△GRが
△鉱 り3k・・%。 ユ だけ大 きい♂)・ れを協同性エネ・レギ(△G、)と呼ぶが,△G,がHわ 分子の
どこに,ど ういう形で貯えられたかを解明したいとい う興味が本研究の出発点である。
共鳴 ラマン散乱では分子の発色団の振動スペクトルを測定することができる。巨大な生体分子でも,
その発色団のスペク トルは比較的簡単であり,発色団が活性部位となっている生体分子の構造研究に共
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deoxyHbのTと:Rお ・よびOxyHbのTとRの
1200～1700Gln-1領域の共鳴 ラマンスペク トル
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鳴 ラマン散乱は極めて有効な方法 である。Hbの 場合・ヘ ムの π元*電 子遷移が赤色ρ原因で あ り・そ
れに共鳴 させ.たラマン散乱ではヘ ムの振動 スペク トルがまわ りの蛋 白の分子振動 に妨害されるこ とな く
観測で きる。
丁構造 をとるdeoxy且bとoxy且b・R構 造 をとる(1eOxyH'bとoxy宜bの1200～1700c!!r1
領域の共鳴 ラマンスベク・トルを図2に 示 す。 この領域には,ヘ ムのCC,GN伸 縮振動 が現われる。各 ラ
.マン線の帰属は,同 位体原子 を置換 したヘ ムに関す る測定2)や基準振動の計算3)によりほぼ確立 してい
る。d.eoxyHbとOxy王{bのスペク トルは明 らか に異なるが,TとRと の間に有意φ差は殆.どみ とめ
られない。これはヘム自体の構造がTとRと に より殆んど変化 しない ことを意味している。
。xyEbのFe一・、{幅矧 領域 のスペハ ・レを図34)に示す.雛 丁の・xy且b調 はRの 町
Hbで,㊨ の 吹)2の代りに1殉2を 結合させた ものが◎ である。 坊02を1802に置換す ると568cm-1
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図3..HbのFe一・、㈱ 撮 領域の ラマン尽 ハ 〃4)
a)ox:yHb(T)・b)oxyHb(R),,(》BO3を 結合 したOxγHb(R)
d)αeOxyHb
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の ラマン線が547Gm-1にシフ トしてい る。 セル内を減圧してαeoxyHbに すると④の スベク トルが
得 られ,568c!ガ1のピークは 消えた。したが って568Cm-1のラマン線がFe-02伸 縮振動に帰属 さ
れ る。 この振動数 がTとRと で変化 しないとい うことは,△ 恥 がFe-02の結合 エネルギーとして貯え
られてはいない ことをはっき り示 している。
共鳴 ラマ ンに鮒 初 とRと の相違は長井 ら4)によ,て 初めて見つけ られた.図4り はd。・xyEb
二種に関してTとRと を比較 したもので,両 方 とも㈱ がR,(◎がTで ある。.:Rで220～221cmrlK出
る ラマン線がTで216州218cm騨1にシフ トしてい るが,そ れ以外の ラマ ン線には振動数変化 はみとめ
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図5.モ ースポテンシャル関数
r
られなかった。他 のH'bをい くつか
調べて見 ると,ど の場 合に もこの ラ
マン線のみがTとRと で同様な振動
数 シフ トを示 した。
且bか らヘ ムを とり出し,そ のヘ
ム鉄 を57Feや54Feに入換え,そ
のヘ ムをHbに 再構成 して ラマンス
ベク トルを測定す ると,こ の ラマ ン
線だけが3Gm-1シフ トした。deoxy
Hbの モデル化合物である鉄 ポル7
イ リン ・2一 メチル イ ミダゾール錯
体に訟い ても,対 応する ラマン線 が
207cm-1にみ とめ られ,54Fθ置
換 により4cガ1の 高波数 シフ ト,.2
一メテルイ ミダ ゾールの完全重水素
化に より3Gnr1.の低波数 シ7ト を
示 したので,こ の ラマン線は鉄 と軸
配位子 との伸縮振動 を主に含むモー ドに帰属 された。そのモー ドがTとRと で振動数変化 を起 こす意味
を,モ デルポテ ンシャルを用いて考察 してみた。
Fe-Nε(His)結合のポテ ンシャルが図5に 示すMOrse関 数で表 わされるとす る。TでFe-Ne
が平衡距離(rm)にあってそのバネの定数 が]KT・Rでは△rだ けずれて(irB)そのバネの定数が:KRと
定義す る。△rだ けずれさせた蛋 白の ポテンシャルがrに 関 して一 次であるな らば,kR・kT(1一3a△r)
と書け る。 ここにaは モースパラメーター(図5)で あり,多 くの二原子分子では～2.4k-1であること
蜘 られてい・・(ン%
。)一(k臨%・ い う関係 ・…R・ で最大の振鋤 差を生む ・・t1・Rの
実測値 とか ら△r=一〇・oo7Aと計算された。それに相当するエネル ギー変化は△v・=O.OO3kGa■/mo■
であっtc。2166m}1のラマン線がポルフィリンの振動 と少 しカップルしてい ることを考慮 して も,エ
ネルギー変化量は△v・・O.Olkeal/mo■程度で,△Gc唱3k:ca■/mO■に比べ ると'非常に小さいこと
がわか った。す なわ ち,H:bの協同性 エネル ギーは,酸 素の結合 するヘム近傍には殆 ど貯えちれないが,
む
4次構造の変化 はαeoxyHbのFe-Nε(His)結 合がRで ～0.01A短 か くなることによ りヘム鉄
に伝え られてい るという実験証拠が共鳴 ラマソの研究か ら初めて得られたことになる。
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